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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr JUSTYNY SMIALEK-BARTYZEL
»Badania nad biosyntezg oraz aktywnoScig prozapalng form bakteriocyny peptydowej
BacSp222”

Zjawisko powstawania opornosci bakterii na substancje o dzialaniu przeciwmikrobiologicznym
takie jak antybiotyki stanowi powazny i ciggle narastajacy problem w medycynie, weterynarii i
rolnictwie. Aby przezwyciezy¢ ten problem, pilnie potrzebny jest rozwdj zwiazkéw o dziataniu
przeciwbakteryinym nowej generacji o nowych mechanizmach dzialania. Tematem badan Pani mgr
Justyny Smiatek-Bartyzel sa bakteriocyny, czyli rybosomalnie syntetyzowane bakteryjne peptydy o
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, niezwykle cenne pod katem ich potencjalnych zastosowan w
medycynie, biotechnologii i przemy$le spozywezym. Bakteriocyny wykazuja potencjal jako alternatywa
dla antybiotykow, szczegolnie w leczeniu zakazen wywolanych przez antybiotykooporne szczepy
bakterii. Co wiecej, maja zastosowanie jako naturalne konserwanty zywnosci, szczepy produkujace
bakteriocyny moga zosta¢ wprowadzone do stosowania jako probiotyki, a wyniki najnowszych badan
wskazuja nawet na mozliwos$¢ ich zastosowania w terapii nowotworow. Mimo tak wielu potencjalnych
mozliwosci aplikacyjnych, bakteriocyny nie s powszechnie stosowane, co moze wynika¢ m.in. z braku

wiedzy na temat molekularnych mechanizméw ich dziatania i rozwoju opornosci.

W nurt powyzszych aspektéw badawczych doskonale wpisuje rozprawa doktorska mgr
Justyny Smiatek-Bartyzel, ktérej tematyka, ze wzgledu na ograniczong obecng wiedze dotyczaca
dzialania bakteriocyn, jest aktualna i atrakcyjna naukowo. Przedstawiona do recenzji praca zostala

wykonana w Zakladzie Biochemii Analitycznej Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
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Uniwersytetu Jagiellofiskiego w Krakowie pod kierunkiem Pana dr. hab. Pawla Maka, prof. UJ.
Rozprawa zostala zredagowana w formie tzw. ,,zszywki”, ktora sklada si¢ z 13 rozdziatéw, z ktérych
najistotniejsze to: (i) streszezenie w jezyku polskim i angielskim, (ii) wykaz uzytych skrétéw, (iii) wstep
teoretyczny, (iv) opis celu badan, (v) trzy oryginalne publikacje wraz z materiatami dodatkowymi, (vi)
opis nieopublikowanych wynikéw, (vii) dyskusja, (vii]) posumowanie wnioskow z badan, (ix)
oswiadczenia wspolautoréw publikacji oraz (x) liczacy 212 pozycji spis literatury. Cele pracy zostaly
przejrzyscie sformutowane. Artykoly naukowe wehodzace w sklad rozprawy zostaly opublikowane w
pismach: International Journal of Molecular Sciences - 1 publikacja (8 autoréw), Journal of
Inflammation Research — 1 publikacja (6 autoréw), Inflammation Research (5 autorow). Nalezy
podkreslic fakt, iz mgr Justyna Smialek-Bartyzel jest pierwsza autorka w trzech pracach, z
zaznaczeniem réwnorzednego udzialu z innym wspolautorem w jednej z nich, co $wiadezy o istotne)
roli jaka odegrala w ich powstaniu. Znajduje to tez potwierdzenie w o$wiadczeniach dotyczacych
wkladu pracy w przygotowaniu publikacji, z ktorych wynika, iz przewyzszal on 50% lub 30% w
przypadku artykulu z dzielonym wkladem. Doktorantka dokladnie okreslita swoj wkiad w
przygotowanie kazdej z publikacji, co =zostalo potwierdzone w zebranych o$wiadczeniach
wspoOtautordw. Podstawe rozprawy stanowi zatem samodzielna i wyodrebniona czes¢ prac zbiorowych,
co jest zgodne z wymaganiami odpowiedniej ustawy. W wyzej wymienionych pracach, mgr Smiatek-
Bartyzel uczestniczyla w opracowaniu metodyki, wykonaniu wigkszosci eksperymentow, analizie i
interpretacji uzyskanych wynikéw oraz pisanin manuskryptu, co $wiadczy o znaczagcym wkladzie
Doktorantki w ich powstanie. Jednak w przypadku dwodch publikacji zastanawiajacy jest brak
uczestnictwa mgr Smialek-Bartyzel w opracowaniu koncepcji pracy, lub chociaz w planowaniu prac
badawczych, co jest istotnym parametrem przy ocenie wkladu w wykonanie pracy doktorskiej. Nie
znalaztam réwniez informacji na temat budowania koncepcji pracy w przypadku Zzadnego z
wspdtautordw tych dwéch publikacji, co moze $wiadczy¢, Ze ta informacja zostala przeoczona podczas
przygotowywania o$wiadczen, jednak nie wyjasnia, czy Doktorantka faktycznie miala udzial w tym

istotnym procesie.

Wszystkie publikacje wchodzgce w sklad rozprawy sa pracami eksperymentalnymi, ktore
laczy tematyka szerokich analiz bakteriocyny BacSp222, przeciwbakteryjnego peptydu naturalnie
produkowanego przez odzwierzecy oportunistyczny patogen, Staphylococcus pseudintermedius 222.
Tematyka badawcza wszystkich publikacji stanowi spojng calosé, a kazdy kolejny artykul stanowi
logiczng kontynuacje badan prowadzonych we wezesniejszych pracach. Uwazam, ze najwazniejsze
osiagniecia badawcze przedstawione w publikacjach to:

- w artykule Smiatek i wsp. (International Journal of Molecular Sciences; 2021) — wykazanie, ze szczep
producencki wydziela BacSp222 w az trzech formach: niezmodyfikowanej i dwdch zmodyfikowanych
potranslacyjnie poprzez przylaczenie grup sukcynylowych do epsilon-aminowych reszt lizyny (K20 lub
K11 i K20). Jest to o tyle istotne odkrycie, poniewaz nie opisano dotad takiej nietypowej formy



modyfikacji u zadnej z bakteriocyn. Co ciekawe, modyfikacja ta nie prowadzila do zmian w strukturze
bakteriocyny, pomimo znacznego zmniejszenia jej aktywnosei przeciwbakteryjnej i cytotoksycznej, a
efekt ten moze by¢ spowodowany zmiang tadunku peptydu z dodatniego na ujemny. Réwnie ciekawym
odkryciem jest wykazanie, iz bursztynylacja jest procesem nieenzymatycznym, najprawdopodobniej
zaleznym od bursztynylo-CoA i indukowanym warunkami stresowymi, co sugeruje, iz obserwowane

modyfikacje potranslacyjne sa forma ochrony komoérek producenta przed wydzielang bakteriocyng.

- w artykule Smialek i wsp. (Journal of Inflammation Research; 2022) — wskazanie aktywnosci
BacSp222 dodatkowej do bakteriobdjczej i cytotoksycznej, ktora jest dziatanie prozapalne wobec
komérek monocytarno-makrofagowych i neutrofili, ktére w obecnodci bakteriocyny produkowaly
odpowiednio czynnik martwicy nowotwordow (TNF) i IL-8. Co ciekawe, sukcynylacja nie zmniejszata
aktywnosci immunomodulacyjnej bakteriocyny w przeciwienstwie do niZszego potencjatu
przeciwbakteryjnego lub cytotoksycznosci takiej zmodyfikowanej formy ustalonej w poprzednich

badaniach.

- w artykule Smiatek-Bartyzel i wsp. (Inflammation Research; 2023) — okreélenie potencjalnego
mechanizmu odpowiedzi prozapalnej aktywowanej przez BacSp222 w komoérkach eukariotycznych.
Istotnym osiagnigeiem jest fakt, ze w tym szlaku BacSp222 jest nowym ligandem dla kompleksu Toll-
podobnych receptoréw komérkowych TLR2 i TLR6, a po jego zwiazaniu i internalizacji, indukuje
sygnalizacj¢ prozapalna, ktora wykorzystuje szlaki zalezne od mieloidalnego czynnika r6znicowania 88
MyD88 i jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF kappa B. Co istotne, i co odroznia t¢ prace od innych
badan dedykowanych okresleniu potencjalu immunomodulacyinego bakteriocyn oraz éwiadczy o
wysokiej jakosci otrzymanych wynikéw, wszystkie formy BacSp222 zostaly dokladnie oczyszczone i
zweryfikowane pod katem zanieczyszczenia innymi bakteryjnymi immunogenami.

Wyniki uzyskane w rozprawie zostaly otrzymane przez Pania Smialek-Bartyzel przy
uzyciu bogatego wachlarza metod m.in. hodowli komdrek in vifro, chemii analitycznej, mikroskopii
konfokalnej, immunoenzymatycznych, genetycznych, molekularnych, a takze statystycznych, co
wskazuje na szeroki i doskonaly warsztat badawczy Doktorantki. Podkresli¢ nalezy tez udzial mgr
Smialek-Bartyzel w samodzielnym opracowaniu metodyki w przypadku niektorych z istotnych zadan
badawczych takich jak np. okreslenia pomiaru wewngtrzkomdrkowego pH, analizy uwalniania
zewnatrzkomérkowych pulapek neutrofilowych przez ludzkie neutrofile w odpowiedzi na obecnosé
bakteriocyny oraz oznaczenia wplywu antagonistow na inhibicje receptoréw FPR i TLR, co dodatkowo

swiadczy o dojrzalosci naukowej Doktorantki.

Poza bezsporna wartoscia naukowg trzech przedstawionych w rozprawie publikacji,
podkresli¢ nalezy dobrze przygotowane omoéwienie pracy w postaci ogolnego wstepu teoretycznego,
opisu wynikéw nieopublikowanych, dyskusji oraz przedstawionego w punktach obszernego
podsumowania. To ilustrowane o§mioma rycinami 45-stronnicowe opracowanie, stanowi bardzo istotny

element rozprawy wprowadzajac w tematyke klasyfikacji, budowy i dziatania bakteriocyn,



charakterystyki procesu bursztynylacji, roli receptorow bioracych udzial w procesach odpowiedzi
zapalnej (wstgp), a nastepnie, podsumowujac przedstawione prace, prezentuje je na tle dotychczasowo
poznanej wiedzy (dyskusja). W czesci poswigconej danym nieopublikowanym Doktorantka prezentuje
badania, ktore daly w wigkszosci wyniki negatywne, jednak ta czes¢ unaocznia dodatkowy wkiad pracy,
jaki zostal wlozony w realizacje pracy doktorskiej i wskazuje alternatywne podejscia, ktore zostaty
wykonane w celu weryfikacji postawionych hipotez badawczych. Pomimo tego, iz w rozprawie nie
zaprezentowano opisu poszczegolnych publikaciji, to wspdlne opracowanie przystepnie je opisuje, co
wskazuje na umiegjgtnosé ich omoéwienia i podkresla zbiezny nurt badan. W tych czesciach znalaztam
jednak kilka bledéw formalnych i merytorycznych, kiore moga wynika¢ z niedostatecznej korekty
tekstu. Wérod nich moge wymieni¢ bledne przypisanie w streszczeniu polskim jak i angielskim blonie
biologicznej tadunku dodatniego, podczas gdy blony bakteryjne sa oczywiscie natadowane ujemnie ze
wzgledu na obecnoé¢ wysoce elektroujemnych grup na ich skladowych fosfolipidach i
lipopolisacharydach. Stad zreszta w wigkszosci wynika dziatanie przeciwdrobnoustrojowe bakteriocyn,
ktére zwykle maja dodatni tadunek, tak jak to jest np. w przypadku BacSp222. W opisie wynikéw
nieopublikowanych Doktorantka uzywa tez nieprawidlowego terminu ,,oporno$¢ na bakteriocyng™ lub
»biatko opornosciowe” w przypadku warunkowania tego procesu przez biatko kodowane w operonie
biosyntezy bakteriocyny. W takim przypadku ten proces jest warunkowany przez tzw. bialko
odpornosciowe (ang. ,,immunity protein”) i méwimy o procesie ,,odpornosci” (ang. ,.immunity™), a nie
»opornosci” (ang. ,resistance™), ktory dotyczy mechanizmu nabytego przez np. mutacje genetyczng.
Dodatkowo, w tekscie brakuje odnoénikdéw do wielu rysunkéw, nazwy genow nie sa pisane kursywa,
niektore skroty i wyrazy sg zapisane w sposob niezgodny z normami ortograficznymi (np. kropki po
skrocie wyrazu ,,minuta”, ,,...nie podiegaja modyfikacja potranslacyjnym...”, ,,...50-ciu lub 51-en...”),
lub w formie zargonu laboratoryjnego (np. peptydy kodowane na plazmidach, na chromosomie), co
bynajmniej nie podwaza naukowej wartoéci rozprawy, ale czasami stoi w opozycji do tego skadinad
dobrze dopracowanego tekstu, a obowiazkiem recenzenta jest takie niedociagniecia wskazac.

W zwigzku z tematyka pracy i prezentowanymi wynikami miatabym kilka zagadnien do

przedyskutowania podczas obrony:

- bakteriocyny ze wzgledu na ich aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, odpowiednie
parametry fizykochemiczne oraz czesto niska toksycznosé dla komorek eukariotycznych maja spory
potencjal do zastosowania w medycynie, ktory jednak nigdy nie zostal w pelni wykorzystany. Jaka moze
byé tego przyczyna, ze np. antybiotyki peptydowe znalazly zastosowanie w leczeniu zakazen bakteriami
patogennymi, a fenomenalna w odniesieniu do jej aktywnosci przeciwbakteryjnej nizyna stosowana jest
tylko jako konserwant zywnosci? Czy wg opinii Doktorantki przyczyng moga by¢ jakies roznice
pomiedzy tymi dwoma grupami zwigzkoéw (antybiotyki peptydowe versus bakteriocyny), a jesli tak, to
konkretnie jakie?



- we wstepie rozprawy znajduje si¢ informacja, ze ze wzgledu na rozwijajace sie zjawisko
opornosci bakterii na stosowane antybiotyki, stafylokokcyny moglyby znaleZé zastosowanic w
zwalczaniu zakazefi bakteryjnych. Skad wiadomo, Ze uzycie bakteriocyn nie bedzie prowadzi¢ do
rozwoju analogicznych jak w przypadku antybiotykéw mechanizméw opornosci? Chcialabym sig
dowiedzie¢, jaki jest aktualny stan wiedzy na temat badan molekularnych odnos$nie mechanizmow
rozwoju opornosci na bakteriocyny, oraz czy moga wystgpowad opornosci krzyzowe z antybiotykami?

- chcialabym sie dowiedzie¢ czy wg opinii Doktorantki bursztynylacja lizyn w
bakteriocynach moze by¢ procesem powszechnym (wg otrzymanych wynikow inne badane in vitro
bakteriocyny réwniez ulegaly tej modyfikacji), czy dotyczy tylko raczej specyficznych bakteriocyn?
Jakie to moze mie¢ skutki w odniesieniu do zmian w obecnej klasyfikacji bakteriocyn, wg ktorej
bakteriocyny modyfikowane potranslacyjnie stanowig odrgbna grupe od tych niemodyfikowanych. Czy
mozemy oczekiwaé jakiego$ przewrotu w obecnym podziale na skutek przeniesienia wielu bakteriocyn
z jednej grupy do drugiej?

Podsumowujgc cheiatabym podkreslié, iz przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
wnosi bardzo duzo nowych informacji odnosnie identyfikacji nieznanej dotad wsréd bakteriocyn
modyfikacji potranslacyjnej oraz niedostatecznie dotad eksplorowanej charakterystyki molekularnych

mechanizméw dziatania bakteriocyn na komorki eukariotyczne.

W konkluzji uznaje, iz przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Justyny
Smialek-Bartyzel w pelni spelnia warunki okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r
Prawo o Szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z poé7n. zm.). W zwigzku z tym
wnosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Jagielloniskiego o dopuszczenie
mgr Justyny Smialek-Bartyzel do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie
nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne. Zwracam si¢ réwniez do Wysokiej
Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Jagiellofiskiego z prosba o rozwazenie przyznania

stosownego wyrdznienia z uwagi na wysoka wartos¢ merytoryczng pracy.

Warszawa; 21/09/2023




